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RESUMEN 
 
La cisticercosis murina es causada por el metacéstodo de Taenia crassiceps y 
permite estudiar diferentes aspectos de la relación hospedero-parásito debido a la 
alta homología con los cisticercos de Taenia  solium. Estudios previos señalan que 
el parásito ha desarrollado diversos mecanismos para evadir la respuesta 
inmunológica, entre ellos la inducción de células T reguladoras (Tregs) al inicio y 
en la fase crónica de la infección. Sin embargo, aún se desconocen la o las 
moléculas del metacéstodo que son capaces de inducir células Tregs. 
El objetivo de este trabajo fue identificar los productos de excreción-secreción 
(E/S) del cisticerco de Taenia crassiceps que inducen células T reguladoras. Para 
ello se recuperaron cisticercos de ratones hembra BALB/cAnN a diferentes 
tiempos de infección. Los cisticercos se cultivaron con DMEM durante 21 días. 
Cada tercer día se cambió el medio y se colectaron los sobrenadantes 
conteniendo los productos (E/S) del parásito. Éstos se dializaron, liofilizaron y 
resuspendieron para ser cuantificados por el método de Lowry. Se realizaron 
pruebas de inducción de células Treg inoculando por vía i.p. 0, 250, 500, 750 y 
1000 µg de cada producto (E/S) por ratón. Cinco días post-inoculación, se 
sacrificaron a los ratones para evaluar el porcentaje de Treg por citometría de flujo. 
Se obtuvieron 4 productos (E/S): PES4, PESA, PES5 y PES6 y tres extractos 
totales de cisticercos. De los productos (E/S) solo el PES6 causó un aumento 
significativo en el porcentaje de células Treg en comparación con los ratones 
control en más de un experimento. Posteriormente, se procedió a caracterizar el 
PES6 (inductor) y el PES4 (no inductor) con geles bidimensionales (2D-PAGE) en 
tiras de gradiente inmovilizado de pH de 3-10. Los resultados mostraron que el 
PES No inductor (PES4) tiene un total de 34 y el PES inductor (PES6) tiene un 
total de 72 spots. El análisis comparativo mostró un total 13 spots diferenciales 
encontrados (rango de pH 6.6-8 y p.m. 73-223 kD) los cuales podrían ser 
responsables de la inducción de células Tregs. 
Para concluir, los hallazgos obtenidos en este trabajo sugieren que el cisticerco 
de Taenia crassiceps es capaz de producir productos (E/S) que in vivo inducen a 
los Linfocitos T hacia un fenotipo regulador (CD3+CD4+CD25+FoxP3+). Esto podría 
considerarse una posible vía de escape del parásito a la respuesta inmune del 
hospedero. 
Palabras clave: Taenia crassiceps, Producto de excreción-secreción, Treg 
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ABSTRACT 
 
The cisticercosis murina is caused by the Taenia crassiceps metacestode and it 
allows to study different host-parasite relationship aspects, that is because of the 
high homology with cysticerci of Taenia solium. Previous studies indicate that the 
parasite has developed various mechanisms in order to evade the immune 
response, including the induction of regulatory T cells (Tregs) at the beginning and 
chronic phase of infection. However we do not know yet, the metacestode 
molecules which are able to induce Tregs cells.  
The aim of this study was to identify the excretion-secretion (E/S) products of 
Taenia crassiceps cysticerci which induce regulatory T cells. For this purpose, we 
have recovered cisticercosis from BALB/cAnN female mice in different infection 
stages. Cysticerci were cultured with DMEM for 21 days. Each third day the 
medium was changed and the supernatants, which contained the products (E/S), 
were collected. These supernatants were dialyzed, lyophilized and resuspended 
in order to be quantified using the Lowry method. Treg cells induction tests were 
performed using i.p. inoculating of 0, 250, 500, 750 and 1000 µg of each (E/S) 
product per mouse. After five days post-inoculation, the mice were sacrificed in 
order to evaluate the percentage of Treg using flow cytometry. We obtained four 
(E/S) products: PES4, PESA, PES5 and PES6, also we obtained three total 
extracts of cysticerci. Among all the (E/S) products, only PES6 caused a significant 
increase in the percentage of Treg cells, compared with control mice in more than 
one experiment. Subsequently, we proceeded to characterize the PES6 (inductor) 
and PES4 (non inductor) with two-dimensional gels (2D-PAGE) in strips of 
immobilized pH gradient of 3-10. The results have showed that the non inductor 
PES (PES4) had a total of 34 spots; in the other hand the inductor PES (PES6) 
had a total of 72. The comparative analysis showed a total of 13 differential spots 
found (pH range 6.6-8 and p.m. 73-223 kD) which could be responsible for the 
Tregs induction.  
To summarize, the findings of this study suggest that the Taenia crassiceps 
cysticerci is capable of producing (E/S) which in vivo induce T lymphocytes towards 
a regulatory phenotype (CD3 + CD4 + CD25 + FoxP3 +). This could be considered 
as a possible escape route of the parasite to the host immune response.  
Keywords: Taenia crassiceps, Treg, excretory-secretory product 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Una de las parasitosis con mayor prevalencia en áreas urbanas como 
rurales a nivel mundial es la cisticercosis. Esta enfermedad desatendida y 
asociada con la pobreza es causada por la instalación del metacéstodo de 
Taenia solium y es considerada de vital importancia cuando su localización 
es el sistema nervioso central. La neurocisticercosis se considera una 
importante causa de morbilidad neurológica en el Perú. Entre las regiones 
comprometidas, se encuentran toda la Sierra, Costa Norte y Selva Alta, 
dentro de las cuales destacan departamentos como Ayacucho y Tumbes.  
La cisticercosis murina se presenta como una alternativa experimental, 
para investigar la relación hospedero-parásito debido a que metacéstodo 
de Taenia crassiceps comparte características similares con Taenia solium. 
El éxito del parásito se basa en la variedad de estrategias que posee para 
lograr evadir la respuesta inmune del hospedero, generando así su 
establecimiento y supervivencia durante un largo periodo de tiempo. Dentro 
de los mecanismos de escape que utiliza el metacéstodo del género Taenia 
en el presente estudio se resaltará: la inducción de células T reguladoras y 
la liberación de productos de Excreción-Secreción (E/S) con capacidad 
inmunomoduladora. 
Las células T reguladoras son las encargadas de modular la repuesta 
inmune del hospedero, conservando así la homeostasis del mismo. Por otro 
lado, estudios recientes confirman que el cisticerco de Taenia crassiceps 
tiene la capacidad de inducir células T reguladoras in vitro que son las 
encargadas de generar un ambiente ideal para el establecimiento del 
parásito. Sin embargo actualmente se desconoce si el metacéstodo de 
Taenia crassiceps libera moléculas en los productos (E/S) capaces de 
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inducir células T reguladoras o si bien son las moléculas constitutivas del 
metacéstodo son las que poseen esta función. 
Teniendo en cuenta que los productos (E/S) son obtenidos durante los 
procesos biológicos vitales y que participan e interaccionan activamente en 
la inducción y modulación de la respuesta inmune del hospedero, es de 
vital importancia el poder identificar y caracterizar las moléculas 
responsables de la inducción de las células Treg; ya que esto permitirá 
ahondar en los mecanismos biológicos de evasión que utiliza el cisticerco 
ante el hospedero. Además este conocimiento podría ayudar a concebir 
una molécula con características anti-inflamatorias que sea capaz de 
contener los mecanismos patogénicos del parásito.  Por lo cual el presente 
estudio plantea identificar los productos de excreción-secreción del 
cisticerco de Taenia crassiceps que inducen células T reguladoras. 
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II. ANTECEDENTES 
 
2.1 Cisticercosis humana 
 
La cisticercosis humana es una enfermedad parasitaria causada por el 
establecimiento del metacéstodo de Taenia solium en tejidos como el 
músculo esquelético, tejido celular subcutáneo y músculo cardíaco. Sin 
embargo la localización de la larva que genera mayores complicaciones, 
letalidad y secuelas, es en el sistema nervioso central (SNC), tomando el 
nombre de Neurocisticercosis (NC) siendo la principal causa de epilepsia 
adquirida a nivel mundial (1,2). 
 
Esta parasitosis afecta a millones de personas en países en vías de 
desarrollo, y es endémica en Latinoamérica, Asia y África. En el mundo más 
del 80% de los 50 millones de personas afectadas por esta parasitosis viven 
en países de medianos y bajos ingresos (3,4) (Fig.1.).La proliferación y 
transmisión del parásito son favorecidas por: métodos primitivos de crianza 
de cerdos, pobreza, falta de higiene y saneamiento, así como la falta de 
control en la calidad de la carne destinada al consumo humano (5,6). 
 
Las migraciones hacia regiones no endémicas han ido elevando su 
frecuencia; antes inusual en países europeos, Estados Unidos y Canadá, 
entre otros (7). 
 
 Aproximadamente 2.5 millones de personas en el mundo son portadoras 
de Taenia solium y, al menos, 20 millones presentan cisticercosis (8). 
 
Se estiman 50.000 muertes por NC al año. En Latinoamérica se ha descrito 
que la Neurocisticercosis está presente en 18 países, con alrededor de 
350.000 individuos afectados (9,10). 
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El principal factor de riesgo para adquirir la cisticercosis es tener un 
portador de Taenia solium en el hogar o cerca del mismo; ya que una 
persona puede liberar unos 250.000 huevos por día. (3) En Perú, las 
regiones comprometidas se encuentran en toda la Sierra, Costa Norte y 
Selva Alta (11). 
2.1.1 Cisticercosis experimental 
 
La cisticercosis murina experimental es causada por la inoculación 
intraperitoneal del metacéstodo de Taenia crassiceps de la cepa ORF a 
ratones hembras con fondo genético BALB, siendo la cepa BALB/cAnN la 
más susceptible a la infección (12, 13,14).  
Fig.1.  Áreas endémicas de Taenia solium a nivel mundial, 2015 (Imagen adaptada 
del Organismo Mundial de la Salud (OMS)). 
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 Este modelo se propone como una alternativa experimental; ya que el 
metacéstodo de Taenia crassiceps comparte características similares con 
Taenia solium como la composición antigénica, anatomía y morfología, 
ciclos de vida, relación hospedero-parásito y respuesta inmune (15, 16,17). 
Además ambos metacéstodos estimulan al sistema inmune con una gran 
cantidad de antígenos complejos de origen protéico, glicoprotéico y lipídico 
(18,19). 
Los metacéstodos o cisticercos de Taenia crassiceps se reproducen 
asexualmente por gemación siendo recuperados y mantenidos por pases 
sucesivos (20). Se han aislado diferentes cepas de Taenia crassiceps 
(ORF, WFU, HYG, KBS) a partir de cisticercos de ratones silvestres (12, 
21).  
La más empleada, quizás por su rápida capacidad de reproducción en la 
cavidad peritoneal de los ratones, ha sido la cepa ORF, la cual perdió la 
capacidad de transformarse en Taenia porque no tienen escólex invaginado 
(12,14)(Fig.2.). 
 
 
 
A) Utilización de roedores B) Inoculación intraperitoneal de cisticercos de 
Taenia crassiceps. C) Reproducción por gemación (Imagen autor, 2016). 
Fig.2. Cisticercosis experimental 
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Este modelo experimental es caracterizado por su fácil manejo en 
condiciones controladas de laboratorio, tanto in vivo como in vitro; tiene un 
rápido establecimiento y proliferación de la enfermedad, y se asemeja a la 
enfermedad natural (14, 15, 22,23). Lo cual nos permite entender y definir 
los factores biológicos que afectan la susceptibilidad y resistencia a esta 
enfermedad. Así como factores genéticos, inmunológicos, y hormonales 
que se han relacionado con la resistencia (20).  
2.1.2 Ciclo Biológico de Taenia crassiceps  
 
Taenia crassiceps (Zeder, 1800) es un platelminto de la clase céstoda, del 
orden cyclophyllidea de la familia Taeniidae a la cual pertenecen varias 
especies. 
Este gusano plano y segmentado en su fase adulta está conformado por 
tres partes: por un órgano fijador llamado escólex, un cuello angosto y un 
cuerpo elongado que consiste en varios cientos de proglótidos.  La unión 
lineal de las proglótidos forma una larga cadena o estróbila que constituye 
el cuerpo, cada proglótido es a la vez unidad de alimentación y 
reproducción ya que éste gusano es hermafrodita (12,23).  
Su sistema de alimentación es rudimentario, carece de órganos de 
especialización, absorbiendo los nutrientes a través del tegumento de las 
proglótidos por ósmosis y pinocitosis.  A lo largo de la estróbila se 
diferencian: proglótidos grávidos, maduros e inmaduros (23, 24,25). 
La fase larvaria cisticerco o metacéstodo, también denominado Cysticercus 
longicollis (Rudolphi 1819) se caracteriza por ser de forma oval y 
translucido con un diámetro de 4-5 mm (26). 
Su ciclo de vida comienza cuando su hospedero definitivo (en su mayoría 
son zorros y perros, entre otros carnívoros) porta al gusano adulto en el 
lumen del intestino delgado, expulsan al medio ambiente excremento que 
contiene proglótidos grávidos los cuales son ingeridos por roedores 
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salvajes (hospedero intermediario)(12). Una vez ingeridos los huevos 
pierden su cubierta y se liberan las oncósferas, las cuales atraviesan la 
pared intestinal y entran al flujo sanguíneo alcanzando a los músculos, 
tejido subcutáneo, pleural y cavidad peritoneal donde se diferencia a la 
etapa larval o cisticerco y puede proliferar por gemación asexual (27). 
El ciclo termina cuando los cánidos se alimentan de roedores infectados, 
desarrollarse nuevamente el parásito adulto en el hospedero definitivo (12) 
(Fig.3.). 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Ciclo Biológico  de Taenia crassiceps 
A) Hospedero definitivo; B) Parásito adulto en el intestino del 
hospedero; C) Huevos liberados en las heces; D) Hospedero 
Intermediario; E) Proliferación del metacéstodo en el hospedero 
intermediario y cuando el carnívoro lo ingiere inicia nuevamente el 
ciclo. (Imagen autor, 2016). 
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2.2 Respuesta Inmune del hospedero ante una Infección con Taenia 
crassiceps 
 
Una de las principales funciones del sistema inmunológico, es proteger al 
organismo mediante una supervisión constante. Millones de células del 
sistema inmunológico son capaces de detectar estructuras potencialmente 
patógenas, propias o ajenas (3,28). 
A diferencia de las infecciones breves y agudas que producen las bacterias 
y virus, las infecciones por protozoarios o helmintos son prolongadas y 
crónicas, ya que cada parásito puede persistir en el hospedero durante 
periodos largos.  
Los helmintos presentan características que dificultan al hospedero 
controlarlos inmunológicamente (29). Sus características más llamativas 
son: persistencia a largo plazo dentro del hospedero, la capacidad para 
provocar una inmunidad protectora y los ciclos de desarrollo complejos que 
a menudo involucra antígenos específicos en la etapa (30). 
La eficacia de la respuesta inmunológica adaptativa recae en la 
proliferación clonal selectiva linfocitaria, su posterior diferenciación a 
células efectoras tipo Th1 o Th2, con la subsiguiente producción de 
citocinas; y a células plasmáticas con la consecuente producción de 
inmunoglobulinas específicas contra los antígenos del parásito (3,29). 
Diversos estudios realizados a la respuesta inmunológica montada por 
Taenia crassiceps y sus antígenos en ratones BALB/c demuestran que la 
infección en la 1era y 2da semana tiene la capacidad para inducir respuestas 
primarias correspondientes a la fase aguda con un perfil de citocinas Th1 
el cual se polariza hacia el tipo Th2 a partir de la 4ta semana y conforme 
avanza la infección las respuestas se vuelven crónicas (31). 
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La resistencia a este parásito se ha asociado con la participación de 
citocinas de perfil Th1, altos niveles de Interferón Gamma, IL-2 y Óxido 
Nítrico (NO), Macrófagos clásicos activados (MAC) y anticuerpos IgG2a 
(23,31).  
En fases más tardías, el perfil de citocinas Th2 provoca un incremento en 
la carga del parásito, que va acompañado de la producción de citocinas 
como IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 y IL-13 y anticuerpos IgE, IgG2b, IgG1.  También 
se ha observado un aumento de células tales como eosinófilos, basófilos, 
mastocitos y células dendríticas inmaduras en la sangre y en el sitio de 
infección. 
 Estos cambios en la secreción de citocinas se acompañan, con la 
inducción de los macrófagos alternativamente activados (MAAφ), células 
supresoras de origen mieloide (MDSC) y las células T reguladoras (Treg) 
(31, 32, 33). 
Los factores de transcripción STAT4 y STAT6 también están involucrados 
en la modulación de la respuesta inmune en los ratones infectados con 
Taenia crassiceps. Rodríguez y cols. (2002) demostraron que ratones 
deficientes en la funcionalidad del gen (STAT6 -/-) infectados con Taenia 
crassiceps son capaces de controlar la infección al montar una fuerte 
respuesta Th1.  
Esto quedó confirmado cuando se infectaron ratones STAT4 (-/-), los cuales 
fueron altamente susceptibles con una clara deficiencia de la respuesta 
Th1. Estas observaciones sugieren que el perfil Th1 es crítico para el 
desarrollo de una inmunidad protectora que restringe la replicación del 
parásito (34, 35). 
La polarización inmunológica hacia un perfil Th2 en conjunto con la 
inducción de MAAφ que muestran una elevada expresión de Arg1 
(arginasa-1), Ym-1, RELM-α (Molécula similar a la resistina alfa), MMR 
(Receptor de manosa de macrófagos), TREM-2 e IL-4Rα (Receptor alfa de 
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interlucina 4) generan un aumento en la carga parasitaria durante la 
cisticercosis murina experimental causada por Taenia crassiceps (34,36). 
Estudios recientes sugieren que el parásito induce una respuesta Th2 con 
el fin de mantenerse y sobrevivir en el hospedero (31,37) (Fig.4.).
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Se ejemplifican las moléculas implicadas (PES: Productos de excreción-secreción; CPA: Célula presentadora de antígeno; IFN-γ: 
Interferón gamma; B: Linfocitos B; MAC: Macrófagos clásicos activados; AAMφ: Macrófagos alternativamente activados; MDSC: 
células supresoras de origen mieloide; iDCs: Células dendríticas inmaduras; Treg: Linfocitos T reguladores (Imagen autor, 2016). 
 
Fig. 4.  Respuesta Inmune del hospedero ante una infección con cisticercos de Taenia crassiceps. 
 
 
 
 
12 
 
  
2.3 Evasión de la respuesta Inmune 
 
Aun cuando el hospedero elabora una variedad de dispositivos de 
protección en contra del parásito, éste es capaz de sobrevivir por largo 
tiempo utilizando mecanismos de evasión que ha desarrollado a lo largo de 
su existencia (38). 
Diversos estudios demostraron que los helmintos tienen capacidades 
inmunomoduladoras que les permite persistir en el hospedero y pueden dar 
lugar a interacciones con los mecanismos inflamatorios e inmunológicos 
implicados (39, 40, 41, 42, 43). 
Los metacéstodos del género Taenia presentan alrededor de ellos una 
reacción inflamatoria abundante  que les permite  sobrevivir durante largos 
periodos en su hospedero, probablemente porque los parásitos pueden 
estar regulando la respuesta inmune por medio de mecanismos de evasión 
(44, 45), entre los que se han propuesto: Recubrimiento con moléculas del 
hospedero (46); inhibición de la proliferación de Linfocitos T (47); Cambio 
de perfil Th1-Th2 (31, 48);Liberación de moléculas solubles con capacidad 
inmunomoduladora (49, 50, 51) y Presencia de células Treg (33). 
2.4 Productos de Excreción y Secreción como mecanismo de    
evasión inmunológica  
 
Los productos de excreción-secreción (E/S) son liberados por los parásitos, 
ya sea  como proteínas de desecho (excreción) o moléculas funcionales 
(secreción) que sirven como factores de crecimiento que promueven un 
ambiente favorable para la supervivencia del parásito mediante la 
modulación de la respuesta inmune (52, 53, 54). 
Dichos productos están involucrados en procesos biológicos vitales, como 
los procesos de oxidación-reducción, adhesión, migración y comunicación 
celular, diferenciación, proliferación, morfogénesis, defensa, factores de 
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virulencia, y en las respuestas inmunes (55,56). Sin embargo el papel más 
importante de estos productos (E/S) es permitir la compresión de la relación 
hospedero-parásito. 
El metacéstodo de Taenia posiblemente libera moléculas solubles con 
capacidad inmunomoduladora como un mecanismo de evasión a la 
respuesta inmunitaria montada por el hospedero.  
A lo largo del tiempo se han descrito algunas de estas moléculas solubles 
que interaccionan con el sistema inmune del hospedero.  Dentro de las 
cuales se encuentra el antígeno B que es una paramiosina liberada por los 
cisticercos de Taenia solium que tiene la propiedad de unirse al C1q a 
través de sus dominios de tipo colágena, lo que resulta en una inhibición 
de la cascada del complemento. Además es capaz de inhibir la producción 
de mediadores complementarios de inflamación, es decir que posiblemente 
desempeña un papel inmunomodulador de la respuesta del hospedero 
(57,58). 
El factor metacéstodo es una molécula de ARN-péptido que tiene la 
capacidad de inhibir la proliferación celular inducida por mitógenos y 
suprimir la producción de citocinas proinflamatorias. La citocinas 
intervienen en la comunicación celular, por lo tanto la supresión de su 
producción se puede considerar como un importante mecanismo de 
modulación de la respuesta del hospedero, asegurando la supervivencia 
del parásito en un ambiente hostil (59, 60). 
La Anexina B1 producida por los metacéstodos de Taenia solium es 
miembro de una familia multigénica de proteínas que se caracterizan por 
su capacidad de unión reversible a fosfolípidos aniónicos de una manera 
dependiente de Ca2+.Esta proteína se une a la superficie extracelular de los 
eosinófilos humanos y produce un flujo de calcio hacia la célula, que causa 
apoptosis, lo cual puede constituir una estrategia novedosa de los 
metacéstodos para prevenir el ataque inmune del hospedero (61, 62). 
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Se ha demostrado que los productos (E/S) contienen enzimas proteolíticas 
como las cisteínoproteasas que son importantes por su papel crítico en el 
ciclo de vida y patogenicidad de varios parásitos. Esta diversidad funcional 
está dada por su adaptación a diversos sustratos y su estabilidad en 
diferentes ambientes biológicos, además que estas proteasas cumplen 
roles claves en la inmunoinvasión parasitaria (51). 
Molinari y cols. (2000) demostraron que estas enzimas pueden disminuir in 
vitro la expresión de CD4+ lo cual puede interferir con la generación de la 
respuesta inmune del hospedero y por lo tanto aumentar la supervivencia 
del parásito (63). 
Una de estas enzimas proteolíticas es la catepsina L, importante para la 
penetración, infección y virulencia de varios parásitos (64) (65) (66). Esta 
enzima secretada por el metacéstodo de Taenia solium tiene la capacidad 
para degradar anticuerpos IgG del hospedero evadiendo así la respuesta 
inmunológica (51). 
Al comparar la actividad peptidasa de productos (E/S) de la oncósfera de 
Taenia solium y Taenia saginata, con actividad serinopeptidasas 
(homólogas a quimiotripsina, tripsina, elastasa), cisteíno peptidasas 
(homólogas a catepsina L, catepsina B y calpaína) y aminopeptidasas 
(homóloga a peptidasa B), se han observado diferentes patrones de 
actividad catalítica. Las diferencias entre los perfiles de actividad de las 
peptidasas entre ambos parásitos, explicarían el rol modulador de las 
enzimas proteolíticas en la especificidad del hospedero que posiblemente 
ocurre durante la penetración de la mucosa intestinal (67).  
Baig y cols. (2005)  presentaron la caracterización preliminar de proteasas 
secretadas-excretadas por el cisticerco de Taenia crassiceps que incluía 
una metalo-aminopeptidasa y una endopeptidasa. Estas enzimas 
proteolíticas tienen la capacidad de degradar IL-2 e IgG, respectivamente, 
in vitro. La degradación de IL-2 se ve asociado a la polarización de Th1 a 
Th2 en cisticercosis murina, mientras que la degradación de IgG puede 
 
 
 
 
15 
 
  
permitir la evasión a la respuesta inmunitaria. Estos datos sugieren un 
papel clave de las proteasas secretadas por los parásitos en las 
interacciones hospedero-parásito (68). 
Los productos (E/S) también presentan antígenos solubles glicosilados que 
comparten parte de su estructura de N-glicanos con los observados en 
antígenos de Schistosoma (69). Su principal función es reclutar una 
población de células supresoras de origen mieloide (CSDM) modulando así 
la respuesta proliferativa de las células T in vitro, para favorecer la 
polarización de Th1 a Th2 y la inducción de MAAφ (70).  
Recientes estudios reflejan la capacidad potencial de los productos (E/S) 
del cisticerco de Taenia crassiceps para modular las respuestas 
inflamatorias, a través de diferentes mecanismos como la modulación de la 
maduración de células dendríticas para optimizar la polarización de Th1 a 
Th2 y la inhibición de la activación de STAT1 en respuesta a IFN-γ (71, 72, 
73). 
2.5 Utilización de células T reguladoras como mecanismo de   
evasión Inmunológica 
 
Se han reportado numerosos mecanismos a través de los cuales las Tregs 
median el control de la inflamación de diversas parasitosis (33) como en 
Esquistosomiasis y Leishmaniasis, debido a que estas células controlan la 
inmunopatología a través de la producción de la IL-10 (74, 75, 76, 77). 
Los parásitos utilizan diferentes vías para evadir la respuesta inmunológica 
del hospedero, la inducción de células Treg genera una novedosa 
oportunidad para modular la respuesta inmunoinflamatoria (78, 79). 
Estudios recientes demuestran que la inducción de células T reguladoras 
parece estar relacionado, con promover un ambiente más permisivo para 
el establecimiento del parásito lo cual asegura su supervivencia en el 
hospedero (33, 78). 
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Durante la cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps, se ha 
demostrado que el parásito es capaz de inducir células Tregs in vitro (33). 
Estudios in vivo han demostrado que en la infección por Taenia crassiceps 
en ratones BALB/c las células Treg se incrementan al inicio y en la fase 
crónica de la enfermedad (Fig.5.). Lo que sugiere que cisticerco induce 
células Treg para favorecer su instalación y supervivencia (80).  
 
 
Fig.5. Gráfica de barras de las células Treg en peritoneo de ratón a los 5, 30, 90 
y 130 días de infección con cisticercos de Taenia crassiceps (P< 0.05) (Imagen 
donada por Adalid y cols., 2014). 
 
Estos hallazgos tanto in vivo como in vitro sugieren que los cisticercos de 
Taenia crassiceps podrían están regulando la respuesta inmune a través 
de células Tregs.  
 
 
 
 
 
 
17 
 
  
2.6 Células T reguladoras (Treg) 
 
Los primeros estudios realizados a células T reguladoras (Treg), antes 
llamadas células T supresoras, demostraron  que son una subpoblación de 
linfocitos T CD4+ que modulan activamente las respuestas inmunes 
patológicas y fisiológicas, y, por lo tanto, contribuyen al mantenimiento de 
la autotolerancia inmunológica y homeostasis inmune (81, 82). 
Los dos principales tipos de linfocitos Treg son las células T reguladoras 
naturales (nTreg) y las células T reguladoras inducidas (iTreg) (83,84). 
Las células Treg naturales se originan durante el proceso normal de 
maduración de los linfocitos T en el timo.  En 1995 el estudio de Sakaguchi 
y cols. demostró que las nTreg constituyen aproximadamente, entre el 5% 
al 10% de las células T CD4+ de sangre periférica en ratones adultos sanos 
(85, 86, 87, 88). 
Las células Treg inducidas que son generadas durante la respuesta inmune 
en la periferia a partir de células T vírgenes, las iTreg se generan durante 
el curso de una respuesta inmunológica (83). 
En modelos in vitro se ha demostrado que para inducir la diferenciación de 
los linfocitos T a linfocitos Treg se requiere la activación de una serie de 
cascadas de señalización y la expresión del factor de transcripción FoxP3 
(89, 90). 
 La primera señalización se da cuando la célula presentadora de antígeno 
(CPA)  comienza a presentar los péptidos del antígeno que están 
vinculados al Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase II, 
permitiendo la activación a los linfocitos T CD4+ que expresan TcRs 
específicos a ese complejo péptido/MHC II. De hecho, la densidad de TCR 
en la superficie celular y su afinidad para el antígeno juegan un papel clave 
en la inducción de Treg. (91) Una vez recibida la primera señal TcR/CD3, 
el linfocito T debe activar una segunda vía bioquímica independiente, 
conocida como  la segunda vía de señalización  que involucra la interacción 
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entre el  receptor CD28 en la superficie de los linfocitos T CD4+ y las 
moléculas co-estimulatorias CD80  y CD86  en las CPAs (92,93). 
Luego de activadas ambas vías de señalización dentro del linfocito T, la 
célula se permite iniciar el proceso de proliferación al liberar un potente 
factor de crecimiento celular llamado interleucina-2 (IL-2). La maduración 
de los linfocitos T CD4+CD25+ en presencia de citocinas reguladoras como 
IL-10, TGF-β e IL-35 favorece la generación, función y mantenimiento de 
células Treg (94, 95, 96). Lo más probable, es que el fenotipo regulador de 
un linfocito T depende de las moléculas expresadas en la superficie celular, 
su interacción con las moléculas del medio ambiente, y la señalización 
intracelular (96). 
Por otro lado, las principales vías de inducción de Treg se establecen a 
partir del contacto de las células T con células dendríticas (maduras (CD) y 
semimaduras (iCD) en conjunto con un microambiente supresor donde 
predominan citocinas antiinflamatorias (Interleucina 10 (IL-10); Factor de 
crecimiento transformante Beta (TGF-β) e Interleucina 35 (IL-35) y 
glucocorticoides (78). 
Existen otros estirpes celulares de Treg como, las células Tr1 las cuales 
secretan grandes cantidades IL-10 y las Th3 caracterizadas por la 
secreción de TGF-β (89, 97). 
En el modelo experimental murino tanto las nTreg como las iTreg están 
caracterizadas por el fenotipo CD4+, CD25+ y FoxP3+ (78) (Fig.6.). 
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Fig.6. Expresión fenotípica de las células Treg (Imagen autor, 2016). 
 
2.7  Proteómica como herramienta para la caracterización de 
proteínas de Excreción y Secreción  
 
En la actualidad la proteómica es una disciplina que funge como 
herramienta para la caracterización e identificación  de proteínas 
excretadas-secretadas que están involucradas en la virulencia, 
mantenimiento  y supervivencia de helmintos parásitos dentro de los cuales 
se encuentra Trypanosoma, Leishmania, Fasciola y Taenia solium (98, 99, 
100, 101, 102).  
Uno de los métodos más comunes de separación de proteínas es la 
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que 
separa las proteínas basándose en su tamaño (masa molecular), lo que le 
permite determinar su peso molecular. En el SDS-PAGE se utilizan agentes 
desnaturalizantes de proteínas, que pueden ser: detergentes (p.e. SDS), 
caótropos (p.e. urea) y agentes reductores (2- mercaptoetanol, DTT). 
Cuando las proteínas se solubilizan en presencia del detergente aniónico 
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dodecil sulfato sódico (SDS), éste se une a las proteínas, rompiendo 
interacciones hidrofóbicas y desnaturalizándolas. Para la visualización de 
las proteínas se utilizan diferentes métodos de tinción, siendo el más 
habitual el azul de Coomassie. Esta técnica electroforética permite la 
separación de proteínas de 10-300 kDa (103). 
Casi al mismo tiempo, salió a relucir otra técnica de separación, llamada 
Isoeléctroenfoque (IEF) que es un tipo particular de electroforesis en la que 
los compuestos anfóteros se separan según su punto isoeléctrico (pI; pH al 
cual la carga neta de la proteína es nula) en un gradiente continuo de pH. 
Esta técnica permite separar las 4.000-5.000 proteínas de una célula (104, 
105). 
Unos años más tarde, las dos técnicas se combinaron llamándose 
electroforesis en geles de policrilamida bidimensionales (2D-PAGE). La alta 
resolución de esta técnica recae en que, las dos separaciones se basan en 
parámetros independientes. La innovación clave para la 2D-PAGE fue el 
desarrollo de geles con un gradiente de pH inmovilizado (IPG) (106,107, 
108, 109) (Fig.7.). 
 
Fig.7. Representación esquemática del 2D-PAGE. (Imagen modificada de Bjorn, 
2014). 
El gradiente de pH inmovilizado elimina los problemas de inestabilidad del 
gradiente y baja capacidad de carga que iban asociados a los gradientes 
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de pH preparados con anfolitos acarreadores. En los geles IPG, el 
gradiente es generado por las llamadas “inmobilinas” y está copolimerizado 
con la matriz de acrilamida del gel.  Concluida la primera dimensión, la tira 
se carga sobre un gel desnaturalizante de poliacrilamida donde las 
proteínas se separan de acuerdo con su masa molecular. Así se obtiene un 
mapa bidimensional de manchas proteicas que podrá ser visualizado 
mediante distintas técnicas de tinción (azul de Coomassie, tinción con plata 
o Sypro Ruby). Los geles teñidos se escanean y digitalizan usando 
diferentes programas informáticos (ImageMaster, PD Quest) y se obtiene 
un mapa del conjunto de proteínas de una muestra en un gel (110,111). 
Este sistema ha permitido mejorar la resolución y reproducibilidad de los 
geles así como aumentar la cantidad de proteína que puede ser cargada, 
generando una visualización simultánea de cientos de proteínas en un 
único gel (112). 
Además, la técnica 2D-PAGE puede detectar isoformas de la proteína y 
modificaciones postraduccionales. Estas características han hecho 2D-
PAGE una opción muy popular para la investigación proteómica (111,113, 
114). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 Obtención de animales de experimentación 
 
Los ratones fueron adquiridos en el Bioterio de tipo Mixto convencional del 
Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía Manuel Velazco Suárez.  
Selección de animales: 
Especie:     Mus musculus 
Cepa:     Balb/cAnN  
Sexo:     Hembras 
Edad de los animales:  3-4 semanas de edad 
Periodo de a climatización:  7 días antes del inicio del experimento. 
Alimentación:    El alimento usado fue una dieta de 
mantenimiento básico de ratones. El 
alimento y agua estuvieron disponibles ad 
libitum. 
3.2 Estrategia Experimental General 
 
El presente trabajo desarrollo la parte experimental en 7 etapas (Fig.8.):  
1) Obtención de parásitos 
2) Cultivos 
3) Obtención de los productos (E/S) y extractos totales de los cisticercos 
de Taenia crassiceps 
4) Cuantificación de proteínas 
5) Prueba de Inducción de las células T reguladoras in vivo  
6) Adquisición y Análisis del Fenotipo celular de las Treg 
7) Caracterización de las proteínas de los productos (E/S)
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Fig.8. Flujograma de la Estrategia Experimental General 
 
 
 
 
24 
 
  
3.3 Obtención de parásitos 
 
Se emplearon cisticercos de Taenia crassiceps, cepa ORF, los cuales 
fueron mantenidos por pases sucesivos intraperitoneales de ratón a ratón. 
Para recuperar los cisticercos se sacrificaron a los ratones por dislocación 
cervical en diferentes tiempos de infección (Fig.9.). 
 
Fig.9. Ratones infectados con cisticercosis de Taenia crassiceps, cepa ORF 
(Imagen autor, 2016). 
3.4 Obtención de los productos (E/S) 
 
Se realizaron cultivos independientes de cisticercos in vitro durante 21 días.  
Los cisticercos recuperados fueron lavados con solución salina Fisiológica 
al 0.9% NaCl y cultivados en frascos de 15 ml durante 3 días con 112 ml 
de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) 
y antibiótico Gibco Pen-Strep. Cada 24 horas el medio fue renovado. El 
sobrenadante de los primeros tres días fue desechado para eliminar los 
productos del metabolismo del hospedero. Posteriormente, al 4to día se 
cambió a medio DMEM suplementado con L-glutamina y antibiótico Gibco 
Pen Strep agregando 60 ml de medio por frasco. Cada tercer día se cambió 
el medio y se colectaron los sobrenadantes conteniendo los productos (E/S) 
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del parásito hasta el día 21. Los frascos de cultivo se mantuvieron a 37°C 
en atmósfera de CO2 al 5%. Se suministró 1 pastilla de inhibidor de 
proteasas Complete ULTRA tablets por cada 100 ml de sobrenadante 
recolectado para prevenir la degradación de las proteínas. 
En la tabla 1 se podrá encontrar la denominación y el tiempo post-infección 
de los cultivos que se realizaron durante la tesis. 
 
 
 
 
Tabla 1. Tiempo de Infección de los cultivos in vivo con cisticercos de                                   
Taenia crassiceps. 
 
3.5 Diálisis 
 
El sobrenadante recolectado contiene las proteínas de excreción-secreción 
(E/S) por lo cual se dializó con agua milli-Q en una membrana Spectra/Por 
con número de poro 3.5 kDa.  La diálisis de realizó a 4 ºC durante 7 días 
en agitación constante (Fig.10.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ID Tiempo de infección 
PES A 200 días  
PES 4 (*) 245 días 
PES 5 198 días 
PES 6 194 días 
 (*) El cultivo denominado PES 4, fue trabajado desde la prueba de Inducción. 
 
 
Fig.10. Diálisis de los productos (E/S) (Imagen autor, 2016). 
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3.6 Liofilización 
 
Las proteínas de excreción-secreción (E/S) parasitarias se concentraron 
por liofilización con el sistema seco de congelación de Labconco Freezone 
4.5. El liofilizado se reconstituyó en agua destilada libre de RNAsas y 
DNasas UltraPure® en proporción 1:10000 (Fig.11.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11. Liofilización de los productos (E/S) (Imagen autor, 2016). 
 
3.7  Obtención del extracto total del cisticerco 
 
Los cisticercos fueron recolectados en tres tiempos: 60 ml antes de Iniciar 
el cultivo con RPMI 1640; 30 ml al Inicio del cultivo con DMEM y 60 ml al 
finalizar el cultivo. Se almacenaron en frío; el primer día a -20°C y luego a 
-80°C. 
 Homogenización y Ultracentrifugación del Extracto total del 
cisticerco: Se colocaron 2ml de cisticercos de cada tiempo de 
recolección en diferentes tubos de ensayo y se utilizó el 
POLYTRON® 2500 E para homogenizarlos. Se trabajaron en hielo 
y luego se procedió a ultracentrifugarlos. Se recuperó el 
A: Vaso Liofilizador con el producto (E/S)  y B: Producto (E/S)  
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sobrenadante (SN) que contenía las proteínas de los extractos 
totales. 
 
3.8 Cuantificación de proteínas 
 
Se cuantificó la concentración de proteínas de los productos (E/S) y del 
extracto total del cisticerco por el método de Lowry (115).  Esta técnica se 
basa en la reducción de una mezcla de ácidos que forman el reactivo 
cromógeno de Folin-Ciocalteau por la oxidación de los aminoácidos 
aromáticos de las proteínas. Se utiliza cobre como catalizador de la 
reacción ya que este último forma un quelato con la estructura peptídica 
que facilita la transferencia de electrones a la mezcla cromogénica de 
ácidos, produciendo una o más especies reducidas las cuales tienen un 
característico color azul con una λmáx 745-750 ηm y una λmin a 405 ηm. 
Se utilizaron los siguientes reactivos y soluciones: 
- Reactivo 1: Tartrato de sodio-potásico al 2% 
- Reactivo 2: Sulfato cúprico (CuSO4) al 1%  
- Reactivo 3:Carbonato de Sodio (Na2CO3) al 2% en Hidróxido de 
Sodio    (NaOH) 0.1N  
- Reactivo 4: Folin-Ciocalteau 
- Solución A: Se mezclaron 0.5 ml del reactivo 1 y 2, respectivamente 
y se agregaron 49 ml del reactivo 3. 
- Solución B: Se mezcló un volumen del reactivo 4 con un volumen de 
Agua milli-Q. (v/v). 
Se utilizaron 2 curvas estándar de albumina de 1 mg/ml y de 0.1 mg/ml para 
poder obtener la concentración de la muestra. 
Para la cuantificación se agregaron 3 ml de la Solución A en la muestra y 
se dejó incubando durante 10 minutos a Temperatura ambiente (TA). 
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Posteriormente se agregaron 0.3 ml de la solución B y se incubó durante 
30 minutos a TA. 
Al finalizar la incubación se procedió a leer las absorbancias a una densidad 
óptica de 620nm en el espectrofotómetro para celdas (Anexo 1). 
3.9  Prueba de inducción de células T reguladoras 
 
Se realizó la inoculación intraperitoneal de los productos (E/S) a diferentes 
concentraciones (0, 250, 500, 750 y 1000 µg) por cada ratón. Para 
conseguir la inoculación, primero se inmovilizara al ratón utilizando los 
dedos pulgar e índice para sostener un pliegue de piel en la región del 
cuello, tensando apenas lo suficiente para que el animal no gire su cabeza, 
mientras que los otros dedos aprisionan la cola y la parte posterior del ratón 
contra la mano, luego  se inclinará al animal hacia un costado para que  la 
masa visceral se desplace ligeramente, reduciendo la posibilidad de que la 
punción lesione algún órgano (116) (Fig.12.). Se utilizaron 4 ratones por 
cada condición y se marcaron de manera específica para poder diferenciar 
las dosis.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.12 Inyección Intraperitoneal en el ratón (NOM-062-ZOO-1999) 
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Cinco días post-inoculación se sacrificaron a los ratones por dislocación 
cervical a partir de lo cual se procedió al marcaje de las células T 
reguladoras del peritoneo de la siguiente manera:  
- Marcaje Extracelular: 
Se realizaron lavados con solución salina Fisiológica al 0.9% NaCl al 
peritoneo por cada ratón, luego se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 
min, para así poder realizar el conteo celular en la cámara de Neubauer 
con una dilución 1/5 con azul de Tripano 1x. Por cada uno de los marcajes 
se emplearon 1x106 células/ml de células peritoneales para cada condición.  
Se añadieron 20 µl del anticuerpo CD16/CD32 dejándolo incubar durante 
25 min a 4°C para así poder bloquear los sitios de unión inespecífica 
extracelular, posteriormente se adicionaron los anticuerpos para marcaje 
extracelular:  
- FITC anti-mouse CD3e  
- PerCp-Cy5.5 Rat Anti-mouse CD4 
- APC Rat anti-mouse CD25  
- Isotipo (FITC Hamster IgG1,κ Isotype control; Percp-cy5.5 rat 
IgG2a,κ ; APC IgG1, Mouse) 
 
Todos los anticuerpos monoclonales se incubaron durante 25 min a 4°C. 
Terminado el tiempo de incubación se realizó un lavado con Buffer PBS 
suplementado con SFB10% y se centrifugó a 1700 rpm durante 10 minutos. 
Las células que solo llevaban marcaje extracelular fueron fijadas con 200 
µL de paraformaldehído al 2% y almacenadas a 4°C hasta su lectura en el 
citómetro. 
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- Marcaje Intracelular 
Se utilizó la técnica de Permeabilización adicionando 300 µl de solución de 
Fijación/Permeabilización, dejándolo incubar a 4°C durante 14-16 hrs. 
Posteriormente se realizó un lavado con el Buffer de Perm/Wash y se 
centrifugó a 1700 rpm durante 10 minutos. Luego se añadió 20 µl del 
anticuerpo de bloqueo CD16/CD32 dejándolo incubar a 4°C durante 25 min. 
Transcurrida esta incubación de añadieron los anticuerpos de marcaje 
Intracelular: 
- PE Anti-mouse/Rat FoxP3  
- Isotipo (PE Rat IgG2a,κ)  
 
Se dejaron incubando a 4°C durante 25 min y por último se lavaron con el 
Buffer de Perm/Wash y fijaron con 200 μl de paraformaldehido al 2%. 
3.10  Adquisición de muestras y análisis por citometría de flujo 
 
La adquisición de muestras se realizó en el citómetro FACScalibur. Este 
citómetro permite el análisis de dos parámetros de dispersión (dispersión 
lateral o Granularidad (SSC) y dispersión frontal o Tamaño (FSC)) y cuatro 
detectores de fluorescencia (FL1 (FITC), FL2 (PE), FL3 (PerCp) y FL4 
(APC)) con dos láseres.  
Para obtener la región o Gate de Linfocitos T se adquirieron 50 mil eventos 
(células contadas por segundo) en los tubos de células solas, células 
permeabilizadas y tratamientos (0, 250, 500,750 y 1000 µg) y 25 mil 
eventos para los tubos de compensación de fluorocromos (FITC, PE, PerCp 
y APC) e Isotipos de cada uno de los tratamientos (control y dosis). 
Una vez adquiridos los datos se trabajaron con el programa Cytometer Cell 
Quest Analyses (Becton Dickinson). Para el análisis de las células Treg se 
definió una región de linfocitos T (R1) basándose en el tamaño y la 
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granularidad. Posteriormente utilizando R1 se creó una imagen en dos 
dimensiones de citometría de flujo  (Dot Plot) basándose en la expresión 
de los dobles positivos con respecto a FITC CD3+ y PerCp CD4+ se creó 
una segunda región (R2) proveniente del R1.  Finalmente a partir de R1 y 
R2 se realizó un cuádruple marcaje, definiendo las células Treg como 
dobles positivas en la expresión de APC CD25+ y PE FoxP3+.  
El fenotipo celular de Treg (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) fue evaluado de 
manera porcentual (Anexo 2). 
3.11 Caracterización de las proteínas de los productos (E/S) que 
inducen células T reguladoras  
 
Se realizó un gel de Integridad (SDS-PAGE) con el fin de ver el estado de 
nuestras proteínas. Al visualizar impurezas, se decidió probar tres técnicas 
diferentes de desalación de muestra con el objetivo de obtener la mayor 
cantidad de proteína pura con menor cantidad de muestra (Fig.13.). 
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A B 
C 
Producto de Excreción-Secreción de cisticerco de               
Taenia  crassiceps 
Limpieza con 
Columnas 
NAP5  
 
Limpieza con 
kit 2D-Clean 
Up 
Precipitación               
TCA-DOC-Acetona 
Limpieza con kit           
2D-Clean Up 
Rehidratación de Tiras IPG 
Isoelectroenfoque (1D) 
2D SDS-PAGE 
Software de análisis  
PD Quest™ 2-D 
 2D-Quant  
 SDS-PAGE 
 2D-Quant 
 
Fig.13. Estrategia experimental para la caracterización de proteínas de los 
productos (E/S). 
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3.12 Protocolos para Caracterización Proteómica 
 
3.12.1 Desalación con Columna NAP5 
 
Las columnas NAP5 fundamentan su aplicación en cromatografía de 
exclusión molecular que les permite la separación de moléculas diferentes 
presentes en una misma muestra.  Estas columnas están recubiertas de 
dextranos con enlaces cruzados (sephadex). 
Las columnas NAP5 utilizan dos Buffers: 
I. Buffer de trabajo de fosfatos 10 Mm (NA2HPO4 1M, NAH2PO4 H2O 
1M)   
II. Buffer de elución (Buffer de trabajo de fosfatos 10 Mm + 2% CHAPS) 
En primer lugar se descartó el Buffer de conservación de las columnas, 
luego se pasaron 5 volúmenes de H2O milli-Q y 5 volúmenes de buffer de 
trabajo para equilibrar la columna. La muestra se diluyó en proporción 1:4 
con el buffer de elución. Posteriormente se agregó 1 ml de la muestra en la 
columna para iniciar la recolección. Para evitar perdida de muestra, se 
recolectaron 8 fracciones por cada muestra que se desalaba por la columna 
(E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8). Al finalizar, se añadió 3 ml de buffer de 
trabajo y 5 ml mínimo de H2O milli-Q para limpiar la columna y poder 
almacenarla con 20% etanol- H2O milli-Q a 4 °C. Las fracciones eluidas son 
monitoreadas a 280 nm (menos de 0.08 en densidad óptica (DO) indica que 
no hay presencia de proteínas). Aquellas que tengan más de 0.08 DO se 
colectan en pool. Se utilizaron columnas independientes por cada muestra. 
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3.12.2 Cuantificación con el Kit 2D-Quant  
 
En contraste, con el método de Lowry, el Kit 2D-Quant (marca GE 
Healthcare) nos permite cuantificar y posteriormente analizar a las 
proteínas con técnicas de alta resolución como SDS-PAGE, IEF o 2D-
PAGE.  
Este ensayo se basa en la unión específica de los iones de cobre a las 
proteínas. Las proteínas son precipitadas y resuspendidas en una solución 
que contiene cobre, mientras que el cobre no unido se mide con un reactivo 
colorimétrico. La densidad de color es inversamente relativa a la 
concentración de proteínas. 
Se preparó una curva estándar utilizando los mg/ml de la solución estándar 
de albumina de suero bovino (BSA) suministrada en el kit. Se configuraron 
seis tubos y se añadió BSA de acuerdo con la tabla 2.  
# Tubo  1 2 3 4 5 6 
Volumen 2 mg/ml 
BSA standard solution 
0 µl 5 µl 10 µl 15 µl 20 µl 25 µl 
[] proteína 0 µg 10 µg 20 µg 30 µg 40 µg 50 µg 
 
Tabla 2. Preparación de la curva estándar de albumina de suero bovino 
El intervalo útil del ensayo es de 0.5-50 µg. 
Primero se añadieron 500 µl de precipitante, se agitaron e incubaron los 
tubos durante 3 min a temperatura ambiente, luego se adicionaron 500 µl 
de co-precipitante y se mezclaron brevemente por agitación.  
Los tubos se centrifugaron a un mínimo de 14 500 rpm durante 20 min, 
hasta que se visualizó una pequeña pastilla blanquecina.  Se decantaron 
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los sobrenadantes (SN), para luego añadirles 500 µl del reactivo de cobre 
a cada tubo y luego se agitó brevemente hasta que se disolvió el pellet. En 
seguida se añadió 1 ml del reactivo de color de trabajo a cada tubo; se 
mezcló por inversión e incubó a temperatura ambiente durante 15-20 min. 
Para finalizar se agregó 200 µl de cada tubo en la placa de 24 pocillos para 
poder leer la absorbancia a 480 nm. 
 
3.12.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecilsulfato 
sódico (SDS-PAGE)  
 
La electroforesis se realizó en geles de 7 x 10 cm con un espesor de 1.0 
mm. El gel separador se preparó a una concentración de acrilamida de 12% 
y el gel concentrador al 4.5%. La polimerización se llevó a cabo a 
temperatura ambiente. (Anexo 3) 
Las muestras fueron desnaturalizadas diluyéndolas 1:1 (v:v) con buffer de 
muestra (Tris 120 mM pH 6.3, glicerol 10 %, SDS 4 %, azul de bromofenol 
0.1 % y β-mercaptoetanol).  
Se utilizó el marcador de peso molecular 250 kDa (Precision Plus Protein™ 
Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards #1610375, Bio-Rad). 
La electroforesis se corrió a 60 V, hasta que el gel separador hubo sido 
resuelto, entonces se elevó el voltaje a 120 V hasta el fin del gel 
concentrador. Posteriormente, el gel se tiñó durante una hora con una 
solución que contiene 0.25 g del colorante Coomassie Brilliant Blue (R-
250), disuelto en 125 ml de isopropanol y 50 ml de ácido acético. 
Finalmente se destiñó el gel en una solución de ácido acético 10%: metanol 
40%: agua 50%. 
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3.12.4 Kit 2D Clean Up  
 
El Kit 2D Clean Up (marca GE Healthcare) es recomendado para la limpieza 
de muestras con más de 100 µg de proteína. 
Para cada volumen de muestra, se añadieron 3 volúmenes de precipitante, 
se mezclaron e incubaron durante 15 min a 4°C.  Finalizada la incubación 
se añadieron 3 volúmenes de co-precipitante y se mezclaron mediante 
agitación. Posteriormente se centrifugó a 4000 rpm durante 20 min. Al 
eliminar el SN se añadió 3 o 4 volúmenes de co-precipitante según el 
tamaño del pellet y se colocó a centrifugar a 4000rpm durante 10 min. 
Descartado el SN, se pipeteó suficiente agua milli-Q en la parte superior de 
cada pastilla para cubrir el pellet, se añadió 1 ml de buffer de lavado y 5 µl 
de buffer de lavado additive.  
Se incubó a -20°C durante al menos 30 minutos y se agitó durante 20 a 30 
segundos una vez cada 10 minutos.  Al término de la incubación se 
centrifugó a 4000rpm durante 10 min. Al descartar el SN se observó una 
pastilla blanquecina (pellet).  
 
3.12.5 Precipitación con TCA-DOC-Acetona 
 
Se utilizaron los siguientes reactivos:  
• Ácido Tricloro Acético (TCA)100% 
• Desoxicolato de Sodio (DOC) 2% 
• Acetona 100% 
• Buffer de rehidratación: 8M urea, 2% CHAPS, 0.5%IPG buffer*, 
20mM Ditiotreitol (DTT) y 0.004% azul de bromofenol (se adicionan 
al momento de rehidratar). 
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Se añadió DOC a un volumen de muestra para obtener una concentración 
final de 0.02%. Se mezcló por agitación y se dejó a temperatura ambiente 
por al menos 15 min (Dilución 1/100). 
Posteriormente se añadió TCA hasta alcanzar una concentración del 10%. 
Se adicionaron 100 µl de TCA 100% (líquido), se mezcló y se dejó a 
temperatura ambiente por al menos 1 hora (Dilución 1/10). 
Concluida la hora, se centrifugó por 30 min a 14 500rpm 4°C, luego se 
descartó el SN por decantación. Se añadieron 1000 µl de acetona 
previamente enfriada a -20°, se mezcló y mantuvo en hielo por 15 min. 
(Agitación cada 5 minutos). Se realizó una nueva centrifugación de 30 min 
a 14 500 rpm a 4°C. Por último se descartó el SN y se dejó secar el pellet 
por no más de 5 min para facilitar la resuspensión. 
3.12.6 Rehidratación de tiras IPG  
 
Cada pellet se resuspendió en 130uL de buffer de rehidratación, 1.5 µl de 
DTT 50X y 1.5 µL de anfolitas; durante 2 horas a 37°C en agitación 
constante. Se rehidrató cada tira IPG (Immobiline™ DryStrip) pH 3-10 de 
7cm con 125 µL de buffer de rehidratación – muestra durante 16 h en el 
recipiente de rehidratación cubriendo con aceite mineral (1500 µl) para 
evitar desecación. 
3.12.7 Isoelectroenfoque  
 
Se preparó el equipo de IEF IPGphor III a 20°C. El manifold se recubrió con 
aceite mineral. (aprox 110ml) Se prepararon los wickpads, estos se 
humedecieron con 150µl de agua milli-Q. Una vez rehidratadas las tiras, se 
colocaron en el manifold cuidando la orientación de la tira.  
Se colocaron los pads hidratados sobre cada extremo de la tira, tocando 
aproximadamente 0.5cm del gel. Se situaron los electrodos sobre los pads 
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de manera que se asegure el contacto entre ellos y con la plataforma de 
corriente (Fig.14.). 
El IPGphor se corrió con el programa que se muestra en la tabla 3: 
Por pasos 100 V 150 V/h 
Por pasos 300 V 200 V/h 
Por gradiente 1000 V 300 V/h 
Por gradiente 5000 V 4500 V/h 
Por pasos 500 V 2000 V/h 
 
                  Tabla 3.  Programación de IPGphor 
El tiempo estimado de corrida es entre 6 a 10 horas, dependiendo de la 
muestra. Una vez focalizadas las tiras se almacenaron a -80 °C hasta su 
uso posterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) Manifold; B) IEF IPGphor III; C) Tira IPG (Imagen autor, 
2016).  
Fig.14. Equipos utilizados para el Isoelectroenfoque 
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3.12.8 Electroforesis en geles de policrilamida bidimensionales (2D-
PAGE) 
 
Las tiras almacenadas a -80 °C se equilibraron con buffer de equilibrio al 
cual por cada 2 ml se le agregaron 20 µl de DTT 100X.  A cada tira de 7 cm 
se le agregó 1 ml de buffer de equilibrio durante 10 min a temperatura 
ambiente en agitación constante. Se retiró el buffer de equilibrio y se le 
adicionó nuevamente 1 ml de buffer de equilibrio renovado durante 10 min 
a temperatura ambiente en agitación constante.  Se prepararon con 
anterioridad geles de 10 x 12 cm con un espesor de 1.5 mm. El gel 
separador se preparó a una concentración de acrilamida de 15% y el gel 
concentrador al 4.5%. La polimerización se llevó a cabo a temperatura 
ambiente (Anexo 3). 
Se utilizó el marcador de peso molecular 250 kDa (Precision Plus Protein™ 
Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards #1610375, Bio-Rad). 
Con ayuda de unas pinzas, espátula y tijeras se acomoda la tira ya 
equilibrada dentro del pozo en el gel teniendo siempre en cuenta la carga 
de la tira y que el plástico de la tira quede en contacto con el vidrio. El gel 
se corrió en la cámara fría (4 °C) a 60 V hasta que supera el límite del gel 
concentrador. Posteriormente, se elevó el voltaje a 120 V, hasta el final del 
gel. 
3.12.9 Análisis proteómico de los productos (E/S) 
 
Las imágenes de todos los geles fueron obtenidas con el fotodocumentador 
MiniBIS Pro y el paquete computacional DNR GelCapture. 
Se utilizó el Software de análisis PD Quest™ 2-D de Biorad para la 
identificación de los spots en los geles Bidimensionales de los productos 
(E/S). 
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Los puntos Isoeléctricos se calcularon manualmente con base a lo descrito 
por el proveedor (Amersham Biosciences) como referencia se utilizó el 
tríptico técnico ‘Immobiline Drystrip Visualización of pH gradients’ N°, 18-
1140-60 (ofrecido por el frabricante), se buscó el punto isoeléctrico en las 
gráficas provistas por el fabricante (Anexo 4). 
El programa analizó los geles Bidimensionales proporcionándonos los PMs 
de los productos (E/S) inductores y No inductores de moléculas de células 
Treg. 
3.13  Análisis estadístico 
 
Los datos obtenidos en los experimentos de Inducción de células Treg se 
sometieron a análisis estadístico, utilizando el programa GraphPad InsStat, 
utilizando la prueba t de Student para datos no-pareados.  Un valor de P< 
0.05 se consideró significativo. 
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IV. RESULTADOS 
 
4.1   Evaluación de los productos (E/S) del cisticerco de Taenia 
crassiceps  para la inducción de células  Treg 
Con los productos (E/S) obtenidos, se realizaron las pruebas de Inducción 
de células Treg y se adquirieron los datos en el citómetro (Anexo 2). 
Se utilizaron 4 ratones para cada una de las dosis y para los controles en 
todos los experimentos.  
4.1.1 Productos de excreción-secreción N° 4 (PES4) 
 
Los resultados de inducción de células Treg por el PES4 se presentan en 
la Gráf.1. 
 
Gráf. 1. Inducción de células Treg in vivo por PES 4 
El PES 4 fue obtenido de un cultivo con 245 días de infección. 
Este producto (E/S) fue realizado por Marlene Melo Salas (2014) y fue 
probado 4 veces en el laboratorio.  El primer experimento realizado, mostró 
una inducción de Treg en la dosis 500 µg. Sin embargo, luego de 
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descongelar el producto (E/S) los experimentos restantes realizados no 
mostraron ningún tipo de diferencia significativa con respecto al control.  
La Graf. 1 representa el 4to experimento (fue el único experimento de ese 
producto (E/S) realizado por la autora de la presente tesis) y comprueba 
que el PES 4 es un producto (E/S) No Inductor de células Treg in vivo.  
4.1.2 Productos de excreción-secreción A (PESA) 
Los resultados de inducción de células Treg por el PESA se presentan en 
la Gráf.2. 
 
Gráf. 2. Inducción de células Treg in vivo por PESA 
El PESA fue obtenido de un cultivo de 1 ratón con 200 días de infección. 
Este producto (E/S) no mostró una clara inducción de Treg in vivo en 
ninguna dosis del experimento. Debido a que la cantidad de proteínas 
obtenidas fue insuficiente para realizar más experimentos, se procedió a 
probar los siguientes productos (E/S).  
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4.1.3 Productos de excreción-secreción N° 5 (PES5) 
 
Los resultados de inducción de células Treg por el PES5 fueron obtenidos 
de   tres diferentes experimentos como lo muestran las gráficas. 3,4 y 5.  
1er Experimento:  
 
Gráf. 3. Inducción de células Treg in vivo por PES5 Exp.1 
2do Experimento: 
 
Gráf. 4. Inducción de células Treg in vivo por PES5 Exp.2 
 
Nota:( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
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3er Experimento: 
 
Gráf. 5. Inducción de células Treg in vivo por PES5 Exp.3 
El PES 5 fue obtenido de un cultivo de 1 ratón con 198 días de infección. 
En el primer y tercer experimento realizado con la inoculación del PES5, no 
se evidenció un aumento significativo de células Treg in vivo en ninguna 
dosis en comparación con los controles. Sin embargo en el segundo 
experimento, se observó un aumento significativo en el porcentaje de 
células Treg en los ratones inoculados con 1000 µg de proteína del PES5 
(p =0.0392). Teniendo en cuenta, que solo uno de los tres experimentos 
presenta un aumento significativo, se determinó que el PES5 no tiene la 
capacidad de inducir células T reguladoras (Producto (E/S) No inductor). 
Dado que los Productos (E/S) utilizados anteriormente contenían poca 
cantidad de proteína, debido a que solo se utilizó 1 ratón por cultivo, se 
procedió a hacer un cultivo con un mayor número de ratones y al mismo 
tiempo se recolectaron cisticercos para obtener extractos totales. 
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4.1.4 Productos de excreción-secreción N°6 (PES6)  
 
Los resultados de inducción de células Treg por el PES6 fueron obtenidos 
de cuatro diferentes experimentos como se observan en las gráficas 6, 7, 8 
y 9.  
1er Experimento:  
 
Gráf. 6. Inducción de células Treg in vivo por PES6 Exp.1 
 
2do Experimento:  
 
Gráf. 7. Inducción de células Treg in vivo por PES6 Exp.2 
Nota:( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
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3er Experimento:  
 
Gráf. 8. Inducción de células Treg in vivo por PES6 Exp.3 
 
4to Experimento: 
 
Gráf. 9. Inducción de células Treg in vivo por PES6 Exp.4  
Nota:( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
 
 
Nota: ( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
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El PES6 fue obtenido de un cultivo de 5 ratones con 196 días de infección. 
En el primer experimento se observa un aumento significativo en el 
porcentaje de células Treg con respecto a los controles en la dosis 250 µg 
(p=0.0067), en el tercer experimento en la dosis 1000 µg (p=0.0302) y en 
el cuarto experimento en las dosis 250 y 500 µg (p=0.0124 y p=0.0170 
respectivamente). El segundo experimento fue el único que no mostró un 
aumento significativo.  
Se realizaron 4 experimentos para poder confirmar que este producto (E/S) 
es capaz de inducir células Treg in vivo (Producto Inductor). 
Los extractos totales de cisticerco fueron obtenidos del cultivo del PES6. 
4.1.5 Extracto Total del cisticerco   
Se obtuvieron cisticercos en diferentes tiempos de recolección, los 
resultados de inducción de células Treg se muestran en las siguientes 
gráficas 10,1 1 y 12. 
1er Tiempo de Recolección: Cisticercos Obtenidos antes de Iniciar el cultivo 
con medio RPMI 1640. (CAC)  
 
Gráf. 10. Inducción de células Treg in vivo utilizando el extracto CAC 
 
Nota:( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
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2do Tiempo de Recolección: Cisticercos obtenidos al Inicio del cultivo con 
medio DMEM (CIC) 
 
Gráf. 11. Inducción de células Treg in vivo utilizando el extracto CIC. 
3er Tiempo de Recolección: Cisticercos obtenidos al finalizar el cultivo 
(CFC)
 
Gráf. 12. Inducción de células Treg in vivo utilizando el extracto CFC. 
Nota: ( ⃰ ) Diferencia de Significación Estadística 
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El extracto total de cisticerco mostró un aumento significativo con respecto 
a los controles en el tiempo de recolección (CAC) en la dosis de 500 µg (p= 
0.0407) y en el tiempo de recolección (CFC) en las dosis 250 y 750 µg 
(p=0.0159 y p=0.0107 respectivamente), mientras que en el segundo 
tiempo de recolección no se observó ninguna diferencia significativa. 
Los cisticercos obtenidos al finalizar el cultivo generan un extracto total, que 
ya no contiene proteínas del hospedero. 
A continuación las siguientes tablas nos muestran un panorama general:  
Productos (E/S) 
Dosis Condición 
250 µg 500 µg 750 µg 1000 µg 
 
 
NO INDUCTOR PES4 
Exp.1 
- ⃰ -  
Exp.2 - - -  
Exp.3 - - -  
Exp.4 - - -  
PESA  - - - NO INDUCTOR 
PES5 
Exp.1 - - - - 
 
 
NO INDUCTOR 
Exp. 2 - - - ⃰ 
Exp.3 - - - - 
PES6 
Exp.1 ⃰ - - - 
INDUCTOR 
Exp.2 - - - - 
Exp.3 - - - ⃰ 
Exp.4 ⃰ ⃰  - 
 
Tabla 4. Resumen de las pruebas de Inducción de células Treg con los productos 
(E/S) 
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4.2   Caracterización de las proteínas de los productos (E/S) que 
inducen células T reguladoras. 
Se estandarizó la técnica de proteómica para productos (E/S) obtenidos de 
los cisticercos de Taenia crassiceps en el modelo murino. 
Se trabajó con la muestra con la que se contaba con mayor cantidad de 
proteínas. (PES6) (Producto Inductor) 
 Protocolo A: Desalación con Columna NAP5 en combinación con 
el Kit 2D- Clean Up (Fig.15.) (Fig.16.). 
 Protocolo B: Desalación con Columna NAP5 en combinación con 
TCA- DOC-Acetona (Fig.17.). 
 Protocolo C: Aplicación de la muestra directa, limpieza con el Kit 
2D-Clean Up (Fig.18.). 
Para el protocolo B y C se utilizaron las muestras previamente desaladas 
por las columnas NAP5. 
 
 
 
Extracto Total del 
Cisticerco 
Dosis Condición 
1era Recolección 
(CAC) 
250 µg 500 µg 750 µg 1000 µg 
INDUCTOR 
 ⃰ - - 
2da Recolección 
(CIC) 
- - - - NO INDUCTOR 
3era Recolección 
(CFC) 
⃰ - ⃰ - INDUCTOR 
Tabla 5. Resumen de las pruebas de Inducción de células Treg con los extractos totales 
de los cisticercos 
 No se realizó experimento 
- No mostró aumento significativo 
⃰ Mostró aumento significativo 
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Protocolo A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   1          2         3          4        5        6         7       8 PM 
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Fig.15. Perfil electroforético del PES6 luego de la desalación con columnas 
NAP5 en Gel de Policrilamida (SDS-PAGE) 12% Teñido con azul de 
Coomassie. En el carril 1 se muestra el Marcador de Peso molecular (PM), 
los carriles  3 y 4  contienen 5 µg y 5µl del PES6, los  carriles  5 y 6 contienen 
15 µg y 15 µl del PES6 , los carriles  7 y 8 contienen 30 µg y 30 µl del PES6. 
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  3                                             pI                                      10 kDa 
Fig.16. Electroforesis 2D-PAGE del PES6 luego de limpiarlas con el Kit 2D-
Clean Up. Gel de pH 3-10 y 15% de acrilamida teñido con azul de Coomassie.  
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Protocolo B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Protocolo C 
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Fig.18. Electroforesis 2D-PAGE del PES6 luego de limpiarlas con el Kit 2D-
Clean Up. Gel de pH 3-10 y 15% de acrilamida teñido con azul de 
Coomassie. 
Fig.17. Electroforesis 2D-PAGE del PES6 luego de limpiarlas con TCA-DOC-
Acetona. Gel de pH3-10 y 15% de acrilamida teñido con azul de Coomassie. 
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En vista que el protocolo B dio mejores resultados, se procedió a correr geles de los productos (E/S) para determinar 
la forma diferencial de los spots que pueden estar asociados a la inducción de células Treg (Fig.19)(Fig.20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.19. Electroforesis 2D-PAGE del PES4 (NO INDUCTOR). Gel de pH 3-10 y 15% de acrilamida teñidos con azul 
de Azul Coomassie. Un Total de 34 spots. 
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Fig.20. Electroforesis 2D-PAGE del PES6 (INDUCTOR). Gel de pH 3-10 y 15% acrilamida teñido con azul      de 
Coomassie. Un Total de 72 spots. 
PES6  Inductor 
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El PES4, el gel No Inductor mostró un total de 34 spots con pIs entre 3.4 y 7.9 y rango de pesos moleculares (10-
150kDa) (Anexo 5).  El PES6, el gel Inductor mostró un total de 72 spots con pIs entre 3.5 y 8  y rango de pesos 
moleculares (2-218kDa). (Anexo6) Se compararon ambos  geles para obtener los spots conservados y diferenciales 
en los productos (E/S). Se obtuvo que un total de 11 spots conservados que comparten las mismas características 
entre el punto isoeléctrico y el peso molecular (Fig.21). 
 
  Fig.21. Análisis comparativo de geles para obtener los Spots conservados y diferenciales de los productos (E/S). 
 
Nota: De rojo se muestran los spots conservados  
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El análisis comparativo de los geles (No inductor/ Inductor) permitió obtener 
un total de 13 spots diferenciales en el PES6 que probablemente son las 
proteínas responsables de la inducción de las células T reguladoras en el 
modelo murino, las cuales se encontraban con un pI con rango entre 6.6 – 
8 y PMs entre 73-223 kDa (Gráf.13.). 
 
 
Gráf. 13. Análisis de los Spots diferenciales de los productos (E/S). 
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V. DISCUSIÓN 
 
Estudios recientes demuestran que el cisticerco de Taenia crassiceps es 
capaz de modular la respuesta inmune a través de una serie de 
mecanismos de evasión (31). Aunado a esto se ha reportado que durante 
la cisticercosis murina el parásito es capaz de inducir células T reguladoras 
(Tregs), las cuales se incrementan al inicio y en la fase crónica de la 
enfermedad. Este hallazgo sugiere que las células Treg podrían estar 
controlando la inflamación para así favorecer un ambiente permisivo para 
el establecimiento y supervivencia del parásito (78, 80). 
El cisticerco del genero  Taenia podría estar utilizando como un posible 
mecanismo de escape la inducción de células T reguladoras, por lo cual el 
presente trabajo se centró en la identificación de los productos de 
excreción-secreción (E/S)  liberados por los cisticercos con capacidad para  
inducir estas células in vivo. 
Se realizaron pruebas biológicas de inducción de las células Treg con los 
productos (E/S) de los cisticercos de Taenia crassiceps. Los resultados 
obtenidos mostraron que los productos (E/S) de los cultivos PES4, PESA y 
PES5, al ser inoculados vía intraperitoneal en ratones BALB/c 
(susceptibles), no presentan un aumento significativo de células Treg con 
respecto a los controles en el sitio de infección. Por otro lado, al probar el 
PES6, se observó un aumento estadísticamente significativo, que 
demuestra la capacidad de este producto (E/S) para inducir células Treg in 
vivo.  
El producto (E/S) inductor (PES6), proviene de un cultivo de ratones 
infectados durante 196 días  mientras que los productos (E/S) no 
inductores,  PES4, PESA y PES5 provienen de cultivos de 245, 200 y 198 
días respectivamente. Teniendo en cuenta que cada producto (E/S) se 
obtuvo de manera independiente, se puede especular que el tiempo de 
infección de los ratones utilizados en cada cultivo juega un papel importante 
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para determinar si el producto (E/S) es o no inductor. Este hallazgo se 
respalda en estudios anteriores en donde se observan diferentes niveles 
de células Treg a 5, 30 y 130 días post-infección (117).  
Se sabe, que los productos (E/S) liberados por los cisticercos pueden ser 
proteínas de desecho o moléculas funcionales que están involucradas en 
procesos biológicos vitales (52, 53). Sin embargo, algunos de los resultados 
obtenidos en el presente trabajo muestran que no todos los productos (E/S) 
son capaces de inducir células T reguladoras.  
Teniendo en cuenta que estos productos metabólicos pueden contener 
enzimas proteolíticas que generan diferentes patrones de actividad 
catalítica, es probable que la expresión de estas enzimas sea similar, pero 
considerablemente variable (51). Por lo tanto, la capacidad inductora de los 
productos (E/S) también podría ser atribuida a la variabilidad del cisticerco 
o bien, que a lo largo del tiempo hay una producción diferente de moléculas, 
siendo esto reforzado en estudios anteriores, en donde pacientes con 
neurocisticercosis en la fase crónica de la infección muestran un aumento 
significativo de células T reguladoras (117, 33). Además, la producción de 
diferentes moléculas parasitarias depende en gran medida al entorno en 
que se encuentre el cisticerco. Por ejemplo, el cisticerco en caso de sufrir 
estrés por temperatura, responde sintetizando diversas proteínas como 
HSP 80, HSP 70 y HSP 60. Esta última proteína ha sido identificada en los 
productos de excreción-secreción y es reconocida por los sueros de los 
pacientes con neurocisticercosis (118). 
Teniendo en consideración los estudios anteriores, se puede decir que 
unos mínimos cambios en las condiciones establecidas para la obtención 
de los productos (E/S) pueden ser determinantes en su rol biológico. Por 
otro lado, cabe resaltar que se desconoce mediante que mecanismo los 
productos (E/S) del cisticerco de Taenia crassiceps están induciendo 
células T reguladoras y sobre todo, que moléculas están involucradas en 
esta inducción. Recientemente en la infección por Echinococcus 
granulosus se ha determinado que los productos (E/S) de la fase adulta 
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ejercen un potente efecto inhibidor sobre la maduración y la función de las 
células dendríticas que a su vez puede conducir a la diferenciación de 
células T CD4+ en células T reguladoras (119). 
También se realizaron ensayos de inducción con extractos totales de los 
cisticercos para comprobar si las moléculas constitutivas del parásito tienen 
la capacidad de inducir células T reguladoras. Los extractos totales estaban 
conformados por cisticercos que fueron recolectados en tres diferentes 
tiempos: antes de Iniciar el cultivo con medio RPMI 1640 (CAC); al Inicio 
del cultivo con medio DMEM (CIC) y al finalizar el cultivo (CFC). Los 
resultados de los ensayos con los cisticercos obtenidos en el tiempo CAC 
y CFC fueron significativos, demostrando la capacidad de estos macerados 
para inducir células Tregs, mientras que los cisticercos obtenidos al inicio 
del cultivo con medio DMEM (CIC) no presentan un resultado significativo 
por lo tanto no inducen.  
El tiempo CAC está conformado por un macerado de cisticercos recién 
extraídos del roedor, se sabe por literatura que los cisticercos poseen en 
su superficie tegumentaria moléculas del hospedero como 
inmunoglobulinas o glicoproteínas (46). Entonces es posible que el parásito 
se recubra de moléculas que participen en la inducción de Tregs.  
Por otro lado, estudios recientes realizados en otra parasitosis como es 
Esquistosomiasis demuestran que los helmintos parásitos (Schistosoma 
mansoni y Schistosoma bovis) expresan moléculas en su superficie y en 
capas más internas de su tegumento. Estas moléculas parasitarias son 
capaces de neutralizar los mecanismos efectores del sistema inmune del 
hospedero (98,120). Teniendo en cuenta esto, se puede decir, que 
probablemente el resultado significativo obtenido con el macerado 
somático del tiempo CFC pueda atribuirse  a que durante la infección por 
Taenia crassiceps las moléculas del tegumento podrían estar induciendo 
células T reguladoras. 
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Los productos de secreción y excreción fueron analizados a través de geles 
de 2D. Inicialmente se estandarizó la técnica probando tres protocolos de 
desalación de muestra: (A) Limpieza con columna NAP5 y el Kit 2D-Clean 
Up; (B) Limpieza con columna NAP5 y precipitación TCA-DOC-Acetona y 
(C) Limpieza con Kit 2D-Clean Up. La técnica más efectiva fue la Limpieza 
con columna NAP5 y precipitación TCA-DOC-Acetona debido a que 
mostraba de manera más evidente los posibles spots. Ya con esta técnica 
estandarizada se corrieron geles de dos dimensiones  de los  productos 
(E/S) inductores y no inductores encontrándose 72 spots totales para el 
PES inductor y 34 para el PES No inductor. Los análisis entre ambos PES 
demuestran claramente 13 puntos diferenciales entre ellos, con pIs en un 
rango de 6.6 – 8 y PMs entre 73-223 kDa. Estos puntos son las proteínas 
posiblemente candidatas a ser moléculas que inducen células Tregs.  
Los resultados obtenidos en las pruebas biológicas de inducción de células 
T reguladoras mediante la inoculación intraperitoneal de los productos (E/S) 
a los ratones BALB/c, ponen a relucir la capacidad del cisticerco para evadir 
la respuesta inmune mediante la utilización de mecanismos 
inmunoreguladores. Esto se ve reforzado con estudios realizados a 
Echinococcus granulosus en donde los productos (E/S) tienen la capacidad 
de inducir un fenotipo CD4+CD25+FoxP3+ en las células T; siendo 
considerada esta acción como una vía de escape ante la respuesta 
inmunitaria (119).Teniendo en cuenta que las células T reguladoras 
modulan al sistema inmune, es posible que el parásito utilice la inducción 
exacerbada de Treg para así, expresar altos niveles de CD25 generando 
una competencia con las células T efectoras por la interleucina 2, 
destinándolas a una muerte por apoptosis (121). Por lo cual es probable 
que la inducción de células T reguladoras forme parte de uno de los 
mecanismos de escape más efectivos que tiene el parásito para su 
supervivencia. 
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Los datos obtenidos en este trabajo son importantes porque sugieren que 
tanto los productos (E/S) como los extractos totales del cisticerco tienen la 
capacidad para inducir células Treg como mecanismo inmunoregulador. 
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VI. CONCLUSIONES 
 
 Los hallazgos de este trabajo sugieren que los cisticercos de 
Taenia crassiceps poseen capacidades inmunomoduladoras que 
les permite sobrevivir en su hospedero.  
 Los extractos totales (macerados somáticos) obtenidos al inicio y 
al finalizar el cultivo, como los sobrenadantes que contienen los 
productos de excreción-secreción (E/S) liberados por los 
cisticercos, tienen la capacidad de inducir células T reguladoras 
in vivo.  
 La inducción de los linfocitos T hacia un fenotipo regulador 
(CD3+CD4+CD25+FoxP3+) demostrada en el presente trabajo, 
puede entenderse como una posible vía de escape del parásito 
y nos aproxima para entender un poco más acerca de la relación 
hospedero-parásito.  
 La utilización de las columnas NAP5 en combinación con TCA- 
DOC-Acetona es la técnica de proteómica más efectiva para la 
desalación de la muestra en el modelo de cisticercosis murina.  
 Los 13 spots diferenciales encontrados en el PES6 (rango de pH 
6.6-8 y p.m. 73-223 kD) podrían ser responsables de la inducción 
de células Tregs, tomando un papel clave en los mecanismos 
patógenicos del parásito. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 
Para poder obtener las secuencias específicas de las proteínas que 
inducen células Treg, se recomienda realizarle digestión tríptica a cada 
gel obtenido, seguido de un paso de fraccionamiento como 
cromatografía líquida y su posterior análisis por espectrometría de 
masas en tandem (MS/MS), una vez identificados los péptidos y 
proteínas se puede hacer una búsqueda exhaustiva en bases de datos 
de proteínas reportadas en otros parásitos del mismo orden para poder 
realizar una validación de proteínas y análisis comparativo de los 
experimentos. 
Además se recomienda caracterizar los extractos totales de los 
cisticercos de Taenia crassiceps de igual manera como se realizó con 
los productos (E/S) en vista que se obtuvieron resultados positivos con 
respecto a la prueba de inducción de células Treg. 
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IX. ANEXOS 
 
Anexo 1. Cuantificación por método de Lowry 
 
 
 
 
  
 
Concentracion Absorbancia
0 0.0098
20 0.0512
40 0.0952
60 0.1412
80 0.1987
100 0.2441
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Anexo 2. Análisis del Fenotipo de las Treg por citometría de Flujo 
 
Análisis de los datos del Experimento 3 del PES6 – Ratón 1 de la Dosis 1000µg/ml 
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Anexo 3. Preparación de Geles 
 
 
Se prepararon por separado las mezclas del gel 
Separador y Concentrador. Primero se depositó el gel 
Separador y al polimerizar la solución se coloca el 
peine y el gel concentrador 
 
 
 Gel de Policrilamida al 12 % con 4% SDS de 7 x 10 cm con un 
espesor de 1.0 mm  
 
 
 
 
 
 
 
 Gel de Policrilamida al 15 % con 4 % SDS de 10 x 12 cm con un 
espesor de 1.5 mm 
 
 
 
 
 
 
Soluciones  Separa
dor 
Concentrador 
Concentración del Gel 12% 4.5% 
H2O (ml) 2.5 1 
Buffer Resolving Gel 4x pH 8.8 (ml) 2.5 - 
 
Buffer Stacking  pH 6.8 (ml) - 1.5 
Acrilamida- (ml) 5 2.5 
APS 10% (ml) 0.2 0.2 
TEMED (ml) 0.02 0.02 
Soluciones  Separador Concentrador 
Concentración del Gel 15% 4.5% 
H2O (ml) 4.3 1 
Buffer Resolving Gel 4x pH 8.8 (ml) 3 - 
 
Buffer Stacking  pH 6.8 (ml) - 1.5 
Acrilamida- (ml) 7.5 2.5 
APS 10% (ml) 0.2 0.2 
TEMED (ml) 0.02 0.02 
 
 
S 
C 
PM GEL 
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Anexo 4.  Gráfica Técnica de Immobiline Drystrip Visualization of pH gradients 
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Anexo 5.  Spots Totales del producto (E/S) N°4 
 
Se obtuvieron un total de 34 spots de los cuales 22 spots son diferenciales 
y se encuentran resaltados de amarillo. 
Spot No. 
% Longitud en el 
Gel 
pH PM 
1 3 3.4 10 
2 5 3.5 12 
3 8 3.8 13 
4 18 4.7 17 
5 18 4.7 17 
6 10 4 14 
7 17 4.7 16 
8 28 5.1 22 
9 32 5.3 24 
10 26 5.1 21 
11 30 5.3 25 
12 30 5.3 27 
13 38 5.5 33 
14 42 5.7 35 
15 48 5.8 43 
16 49 5.8 44 
17 50 5.8 47 
18 55 6.1 52 
19 60 6.2 71 
20 59 6.2 69 
21 59 6.2 70 
22 56 6.2 53 
23 61 6.3 73 
24 64 6.4 75 
25 64 6.4 75 
26 79 8.1 250 
27 30 5.3 27 
28 36 5.5 33 
29 37 5.5 34 
30 38 5.5 36 
31 38 5.5 36 
32 41 5.7 36 
33 48 5.8 43 
34 75 7.9 150 
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Anexo 6.  Spots Totales del producto (E/S) N°6 
 
Se obtuvieron un total de 72 spots de los cuales 58 spots son diferenciales 
y se encuentran resaltados de amarillo. 
Spot No. 
% Longitud en el 
Gel 
pH PM 
1 23 4.9 13 
2 23 4.9 13 
3 20 4.8 12 
4 22 4.9 12 
5 34 5.4 17 
6 36 5.5 19 
7 36 5.5 19 
8 36 5.5 19 
9 38 5.5 23 
10 38 5.5 23 
11 40 5.6 26 
12 42 5.7 29 
13 42 5.7 29 
14 42 5.7 29 
15 42 5.7 29 
16 47 5.7 34 
17 48 5.8 34 
18 49 5.8 36 
19 50 5.8 36 
20 51 5.8 37 
21 51 5.8 37 
22 54 5.9 39 
23 55 6.1 45 
24 56 6.1 49 
25 56 6.1 49 
26 51 5.8 38 
27 56 6.1 50 
28 51 5.8 38 
29 51 5.8 38 
30 51 5.8 38 
31 61 6.3 69 
32 61 6.3 69 
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33 60 6.2 69 
34 61 6.3 69 
35 64 6.6 73 
36 64 6.6 74 
37 64 6.6 73 
38 73 7.5 140 
39 73 7.5 142 
40 73 7.5 150 
41 77 8 220 
42 77 8 220 
43 77 8 223 
44 77 8 222 
45 77 8 222 
46 77 8 218 
47 34 5.4 19 
48 5 3.5 2 
49 6 3.5 3 
50 6 3.5 3 
51 5 3.5 4 
52 8 3.8 4 
53 9 3.8 5 
54 9 3.8 5 
55 12 4.2 7 
56 10 4 8 
57 44 5.7 34 
58 46 5.7 29 
59 78 8.1 250 
60 11 4 8 
61 11 4 8 
62 47 5.7 34 
63 49 5.8 36 
64 54 5.9 39 
65 56 6.1 49 
66 56 6.1 49 
67 59 6.2 67 
68 59 6.2 67 
69 60 6.2 67 
70 60 6.2 67 
71 70 7.5 100 
 
